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(S) Probentrager, insbesondere fur biochemische Reaktionen 

© Es wird ein Probentrager (10, 20) mit einer Vielzahl von 
Reservoiren (13) beschrieben, der aus einer Aufnahme- 
platte (10) und einer Einsatzplatte (20) besteht, wobei die 
Aufnahmeplatte (10) zumindest teilweise aus einem op- 
tisch transparenten Material besteht und eine Vielzahl 
von Ausnehmungen zur Bildung der Reservoire (13) auf- 
weist und die Einsatzplatte (20) eine Vielzahl von Vor- 
sprungen (21) aufweist, die jeweils eine Membran (22) 
oder ein Plattenelement tragen und im zusammengesetz- 
ten Zustand des Tragers so in die Vertiefungen (13) der 
Aufnahmeplatte (10) hineinragen, dass die Membran (22) 
oder das Plattenelement jeweils in der Vertiefung (13) mit 
Abstand von deren Boden- und Seitenwanden angeord- 
net ist, wobei die Aufnahmeplatte (10) durch einen Ver- 
bund aus einer ebenen Lochplatte (11) und einer ebenen 
Bodenplatte (12) gebildet ist, die die Lochplatte (11) von 
einer Seite her verschliefct und aus einem Material mit ei- 
ner derartigen optischen Qualitat und Plana ritat besteht, 
dass ein storungsfreier Durchtritt des Strahlengangs ei- 
ner konfokal-optischen Messeinrichtung ermogltcht wird. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft einen Probentrager mit einer 
Vielzahl von Kompartimenten, die zur Aufnahme von Lo- 
sungen oder Suspensionen biologischer und/oder syntheti- 5 
scher Proben und zur Durehfuhrung von Reaktionen, Mes- 
sungen, Manipulationen oder dergleichen an den Proben 
eingerichtet sind. Die Erfindung betrifft insbesondere einen 
Zellkulturen-Trager mit Kultivierungskompartirnenten, die 
zur Aufnahme und Kuldvierung biologischer Zellen in flus- 10 
sigen Medien eingerichtet sind. Die Erfindung betrifft auch 
Mess- und Manipulationsverfahren, die an Proben und/oder 
dem fliissigen Medium in den Kompartimenten durchge- 
fuhrt werden. 

[0002] In der modemen Wirkstoffforschung werden zu- 15 
nehmend Hochdurchsatztests (High-Throughput-Screening, 
HTS) verwendet, um die Wechselwirkung von verschiede- 
nen Testsubstanzen mit Targetmolekiiien, beispielsweise ei- 
nem Enzym, zu untersuchen. Beim HTS werden eine Viel- 
zahl von Testsubstanzen in getrennte Probenreservoire eines 20 
Probentragers eingebracht. Es erfolgt der Zusatz der Kom- 
ponenten der Untersuchung, z. B. des Enzymtests, gegebe- 
nenfalls eine Inkubationsphase und schlieBlich die mess- 
technische Erfassung der Wechselwirkung der Testsubstan- 
zen mit dem Enzym. Es erfolgt beispielsweise eine Fluores- 25 
zenzmessung in samtlichen Probenreservoiren. Mit Blick 
auf hohe Durchsatzraten und einen geringen Substanzver- 
brauch besteht bei herkommlichen HTS-Probentragern ein 
Interesse, moglichst viele Probenreservoire mit rndglichst 
geringen Volumina auf einem gemeinsamen Trager anzu- 30 
ordnen. 

[0003] In der unveroffentlichten deutschen Patentanmel- 
dung DE 199 48 087 wird ein Probentrager beschrieben, der 
durch einen Verbund aus einer strukturierten Silikonmatte 
und einer Tragerplatte gebildet wird. Durch die Strukturie- 35 
rung der Silikonmatte werden die Probenreservoire geformt. 
Der herkommliche Probentrager ist zwar fur HTS-Anwen- 
dungen geeignet und in Bezug auf die Miniaturisierbarkeit 
und Handhabbarkeit vorteilhaft. Es bestehen aber Nachteile 
in Bezug auf die eingeschrankte Anzahl durchfuhrbarer 40 
Testverfahren (Testassays). Es bestehen insbesondere starke 
Beschrankungen bei der Kultivierung von Zellen und der 
Umsetzung von Testassays mit Zellen. 
[0004] Aus EP 590 513 und EP 239 697 sind Einrichtun- 
gen,zur Zellkultivierung bekannt, deren Aufbau aus einer 45 
Grundplatte 10' mit einer Vielzahl voo Reservoiren 11' und 
Zellkultureinsatzen 20' schematisch io Fig* 10 gezeigt ist. 
Die Zellkultureinsatze 20' sind mit seitlichen Randern 21' 
auf der Oberflache der Grundplatte 10'eingehangt. Sie besit- 
zen am Boden jeweils eine Membran, auf der adharent 50 
wachsende Zellen kultivierbar sind. Die Grundplatte 10' be- 
steht aus einem transparenten Kunststoffmaterial, durch das 
im Bereich der Boden 12' optische Transmissionsmessun- 
gen durchgefuhrt werden. 

[0005] Die dargestellte Kultivieruogseinrichtung besitzt 55 
die folgenden Nachteile. Die Reservoire 11' besitzen charak- 
teristische Volumina im ml-Bereich. Es ergibt sich ein ins- 
besondere fur HTS-Anwendungen unannehmbar hoher Sub- 
stanzverbrauch. Die Miniaturisierbarkeit der Einrichtung ist 
jedoch beschrankt. Die Zellkultureinsatze besitzen eine spe- 60 
zielle Geometrie, um eine ausreichende Versorgung der Zel- 
len mit Nahrstoffen zu gewahrleisten. Diese Geometrie er- 
laubt nicht eine skalierte Umsetzung in kleinere Dimensio- 
nen. Eine direkte Miniaturisierung der herkommlichen Ein- 
richtungen wtirde diese z. B. fur Trasnsportstudien untaug- 65 
lich machen, da der Abstand zwischeai der AuGenwand der 
Einsatze und der Innenwand der Resarvoire so gering ware, 
dass ein Transfer von Flussigkeiten zwischen benachbarten 
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Reservoiren durch Kapillarkrafte auftreten wiirde. 
[0006] Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass die her- 
kommlichen Kultivierungseinrichtungen nur fur einfache 
optische Transmissionsmessungen durch die transparente 
Grundplatte 10' geeignet sind. Die Grundplatte 10' aus 
Spritzguss-Kunststoff ergibt Probleme sowohl in Bezug auf 
die optische Qualitat als auch in Bezug auf die Planaritat. 
Optische konfokale Messverfahren, wie z. B. FCS-Verfah- 
ren (Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie), insbeson- 
dere in Verbindung mit HTS, sind an den herkommlichen 
Kuluvierungseinrichtungen nicht durchfuhrbar. 
[0007] Wenn bei einem Test im Uberstand der kultivierten 
Zellen gemessen werden soil, so muss die Membran, auf der 
die Kultivierung der Zellen erfolgt, relativ zum Boden der 
Grundplatte exakt positioniert sein. Nur wenn alle Membra- 
nen mit der gleichen Genauigkeit positioniert sind, werden 
die Konzentrationsverteilungen z. B. der von den Zellen in 
die Reservoire sekretierten Produkte miteinander vergieich- 
bar. Mit den oben beschriebenen, aus Kunststoff hergestell- 
ten Kultivierungseinrichtungen ist die exakte Positionierung 
der Membranen nicht zu gewahrleisten. Eine Miniaturisie- 
rung wird dadurch weiter beschrankt. Bei einer Miniaturi- 
sierung wurden durch das Dimensionsverhaltnis des Materi- 
als der Tragerplatten zu den Reservoiren mechanische Ver- 
werfungen auftreten, die zu einer uneinheitlichen Geometrie 
der Reservoire ftihren wiirden. 

[0008] Eine weitere Kultivierungseinrichtung (teilweise 
in schematischer Schnittansicht in Fig. 11 gezeigt) ist aus 
EP 902 084 bekannt. 24 Reservoire 11' sind ahnlich wie bei 
einer Mikrotiterplatte in einer Grundplatte 10' aus Kunst- 
stoff angeordnet. Es ist eine Einsatzplatte 20' vorgesehen, 
die aus einer Vielzahl von lateral miteinander verbundenen 
Einsatzen besteht. Am Boden jedes Einsatzes ist eine Mem- 
bran 22' zur Kultivierung der Zellen angeordnet. Dieser 
Aufbau ist zwar in Bezug auf die Gieichformigkeit der 
Membranpositionierung gunstiger als die oben beschriebe- 
nen Einrichtungen mit einzelnen Einsatzen. Allerdings be- 
sitzt er auch Nachteile hinsichtlich der Miniaturisierbarkeit 
und der Anwendung optisch-konfokaler Messverfahren. 
Eine ahnliche Anordnung mit Reservoiren, die zu einer ge- 
meinsamen Einsatzplatte verbunden sind, ist auch aus 
US 4 828,386 bekannt. 

[0009J' Die BescBrankungen bei der Durehfuhrung her- 
kommlicher Testverfahren gelten auch bei der Untersu- 
chung synthetischer Proben. Analog zur Erfassung der 
Wechselwirkung biologischer Zellen mit Wirkstoffen kann 
eine biochemische Aufgabenstellung beispielsweise darin 
bestehen, die Wechselwirkung von synthetischen Oberfla- 
chenmodifizierten Partikeln (Beads) mit Wirkstoffen zu un- 
tersuchen. 

[0010] Die Aufgabe der Erfindung ist es, einen verbesser- 
ten Probentrager anzugeben, mit dem die Nachteile her- 
kommlicher Trager uberwunden werden und der insbeson- 
dere einen erweiterten Anwendung sbereich in Bezug auf die 
am Trager durchfiihrbaren Messverfahren besitzt und einen 
verringerten Substanzverbrauch ermoglicht. Der neue Pro- 
bentrager soli insbesondere zur Durehfuhrung von HTS- 
Verfahren geeignet sein. Die Aufgabe der Erfindung ist es 
auch, neue Anwendungen von Messverfahren mit Proben- 
tragern bereitzustellen. 

[0011] Diese Aufgabe wird durch einen Probentrager mit 
den Merkmalen gemaB Patentanspruch 1 gelost. Vorteilhafte 
Ausfuhrungsformen und Anwendungen der Erfindung erge- 
ben sich aus den abhangigen Patentanspriichen. 
[0012] Die Grundidee der Erfindung ist es, eine gattungs- 
gemaBe Probentragereinrichtung mit einer Aufnahmeplatte 
(Grundplatte) und einer Einsatzplatte, die eine Vielzahl von 
Probeneinsatzen, insbesondere Kultivierungseinsatzen, auf- 
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weist, dahingehend weiterzuentwickeln, dass die Auftiah- Wirkstoffzufuhr zu den Proben, insbesondere NahrstoffVer- 

meplatte als Verbund aus einer Lochplatte und einer Boden- sorgung der Zellen, eingeschrankt wird. Es sind konfokale 

platte gebildet ist, wobei die Bodenpiatte zum im Wesentli- optische Messungen sowohl an den Ober-(Innen-) oder Un- 

chen storungsfreien Durchtritt des Strahlengangs einer kon- ter-(AuBen-)Seiten der Membranen sowie anwendungsab- 

fokal-optischen Messeinrichtung eingerichtet ist. Die Auf- 5 hangig in definiertem Abstand von den Membranen mog- 

nahmeplatte besteht somit zumindest teilweise aus einem lich. Im Trager sind Proben, insbesondere Zellen, einfach 

transparenten Material. Der Aufbau der Aufnahmepiatte aus und storungsfrei kultivierbar. Die Zahl der pro Membran zu 

zwei Komponenten besitzt mehrere Vorteile, die sich im kultivierenden Zellen kann von rund 10 6 und hoher, die bei 

Rahmen der genannten Aufgabe in Bezug sowohl auf die herkommlichen Systemen, z. B. gemaB Fig. 10 erforderlich 

Miniaturisierbarkeit als auch auf die Durchfuhrung erwei- 10 sind, erfindungsgemaB auf rund 100 bis 5000 vermindert 

terter Messverfahren auswirken. Die Lochplatte kann mit werden. Es ergeben sich Vorteile in Bezug auf die fur einen 

hoher Genauigkeit hergestellt werden. Die vollig gleichartig Test benotigte Anzahl von Proben, z. B. von Zellen, sowie 

herstellbaren Locher der Lochplatte bilden die Reservoire den Verbrauch an erforderlichen Assay- und Testsubstan- 

(Kompartimente) in der Aufnahmepiatte. Die Bodenpiatte zen. Wenn die Einsatze so bemessen sind, dass die Volumina 

kann unabhangig von der Lochplatte mit der erforderlichen 15 ober- und unterhalb der Membranen im Wesentlichen gleich 

Pianaritat und optischen Qualitat hergestellt werden. Das sind, ergeben sich z. B. fur Transportstudien, bei denen der 

Merkmal des storungsfreien Durchtritts des Strahlengangs Transport einer Testsubstanz durch eine auf der Membran 

der konfokal-optischen Messeinrichtung charakterisiert die vorliegende konfluente Zellschicht verfolgt wird, Vorteile in 

optische Qualitat der Bodenpiatte, die vorzugsweise aus Bezug auf den Substanzverbrauch und die Konzentration 

Glas hergestellt ist. Das Material der Bodenpiatte erlaubt ei- 20 des in die Aufnahmepiatte transportierten Stoffes. Die Mi- 

nen im Wesentlichen storungsfreien Durchtritt der Strah- niaturisierung und die Ahnlichkeit der Volumina ober- und 

lung, wenn das Material dafur geeignet ist, dass durch die unterhalb der Membran ist des Weiteren fur Sekretionsas- 

Bodenplatte hindurch konfokal-optische Messungen durch- says mit biologischen Zellen besonders vorteilhaft. Bei die- 

gefuhrt werden. sen kann eine geringe Menge der Testsubstanz als Stimulus 

[0013] Die Probeneinsatze sind als Vorspriinge der Ein- 25 in die Kultivierungseinsatze auf die dort kultivierten Zellen 

satzplatte gebildet, die im zusamrnengesetzten Zustand der appliziert werden. Die von den Zellen sekretierten Produkte 

Aufnahme- und Einsatzplatten in die Reservoire der Loch- werden in das vorgelegte Flussigkeitsvolumen der Aufnah- 

platte hineinragen, so dass die an den freien Enden der Vor- meplatte abgegeben. Durch das geringe Volumen in der 

sprunge angeordneten Membranen (oder Plattenelemente) Aufnahmepiatte ist die Konzentration der sekretierten Stoffe 

rnit einem vorbestimmten Abstand von der inneren Oberfla- 30 schon nach kurzer Inkubationszeit ausreichend, um ein mit 

che der Bodenpiatte angeordnet sind. Die Probeneinsatze den hochempfindlichen optisch-konfokalen Messverfahren 

und die Dicke der Lochplatte sind vorzugsweise so bemes- detektierbares Signal zu verursachen. 

sen, dass der Fokus einer konfokaloptischen Messeinrich- [0017] Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung 

tung auf einer Membran oder in ihrer unmittelbaren Umge- ergeben sich aus der Beschreibung der beigefugten Zeich- 

bung gebildet werden kann. Der Abstand der Membran von 35 nungen. Es zeigen: 

der AuBenseite der Bodenpiatte ist vorzugsweise rninde- [0018] Fig, 1, 2 schematische Perspektivansichten von 

stens so groB wie der Fokalabstand der Messeinrichtung, Aufnahme- und Einsatzplatten erfindungsgemaBer Proben- 

d. h. vorzugsweise im Bereich von 100 um bis 2.5 mm, ins- trager; 

besondere 100 um bis 1 mm. Falls auf der zur Bodenpiatte [0019] Fig. 3 eine schematische Illustration der Proben- 

abgewandten Seite der Membran gemessen werden soil, 40 handhabung und Messung an erfindungsgemaBen Proben- 

kann auch ein kleinerer Abstand der Membran von der Bo- trager; 

denplatte vorgesehen sein. Zur Erzielung dieser geometri- [0020] Fig. 4 bis 9 schematische Schnittansichten ver- 

schen Verhaltnisse wird die Bodenpiatte mit einer geringen schiedener Ausfuhrungsformen erfindungsgemaBer Proben- 

Dicke ausgefuhrt, die vorzugsweise kleiner als 500 um, be- trager; und 

sonders bevorzugt kleiner als 200 um ist. 45 [0021] Fig. 10, 11 IUustrationen herkommlicher Kultivie- 

[0014] Der erfindungsgemaBe Probentrager ist fur die rungseinrichtungen (Stand der Technik). 

Handhabung von biologischen und/oder synthetischen Pro- [0022] Die Erfindung wird im folgenden am Beispiel ei- 

ben geeignet. Besonders vorteilhaft ist die Anwendung des nes ebenen Tragers beschrieben, bei dem 16 Probenreser- 

Probentragers bei Aufnahme, Kultivierung, Vermessung voire in geraden Reihen und Spalten angeordnet sind. Die 

und Manipulierung biologischer Zellen. Der Probentrager 50 Umsetzung der Erfindung ist jedoch nicht auf diese Anzahl 

wird dann auch als Zellkulturen-Trager bezeichnet. Mit die- von Reservoiren und diese Geometrie beschrankt, sondern 

sem wird erstmalig die Moglichkeit geschaffen, in einer auch mit wesentlich mehr Reservoiren mit beliebigen geo- 

Kultivierungseinrichtung direkt an der Membran, die auch metrischen Anordnungen und Formen moglich. Die Reser- 

als Kultivierungsmembran bezeichnet wird, oder im Uber- voire werden vorzugsweise entsprechend der Probengeome- 

stand Konfokalmessungen und insbesondere FCS-Messun- 55 trie von Mikro- oder Nanotiterplatten angeordnet, besonders 

gen durchzufuhren. bevorzugt sind Anordnungen aus 8 • 12 = 96 Reservoiren 

[0015] Weitere bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfin- mit einem Reservoirabstand von 9 mm oder Anordnungen 

dung sind durch die Bereitstellung von gegebenenfalls aus 12 • 32 = 384 Reservoiren mit einem Reservoirabstand 

durchbrochenen, konus- oder streifenformigen Vorsprungen von 4.5 mm vorgesehen. 

der Einsatzplatte, an denen jeweils die Membran angeordnet 60 [0023] Des Weiteren wird im Folgenden die Erfindung un- 
ist, Abstandshaltern und/oder Elektrodeneinrichtungen an ter Bezug auf die Anwendung des erfindungsgemaBen Pro- 
den Kuitivierungseinsatzen gekennzeichnet. Diese Merk- bentragers als Zellkulturen-Trager mit Kultivierungsmem- 
male ermoglichen besondere Anwendungen des Probentra- branen beschrieben. Die Anwendung des Probentragers ist 
gers, insbesondere als Zellkulturen-Trager, die im Einzelnen jedoch nicht auf biologische Proben beschrankt. In entspre- 
unten erlautert sind. 65 chender Weise konnen auch synthetische Beads untersucht 
[0016] Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. Der werden, von denen beispielsweise Moiekule abgespalten 
Probentrager ist hochgradig miniaturisierbar, ohne dass die werden, deren Transport durch die Membran oder ein Plat- 
Trennung der Proben zwischen den Reservoiren oder die tenelement oder auch durch eine Zellschicht beobachtet 
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wird. 

[0024] Die Fig. 1 und 2 illustrieren als Teile erfindungsge- 
rnaBer Probentrager in Perspektivansicht die Aufnahme- 
platte 10 (Fig. 1) und die Einsatzplatte 20 (Fig. 2). Die Auf- 
nahmeplatte 10 besteht aus einer Lochplatte 11 und einer 5 
Bodenplatte 12. In der Lochplatte 11 sind durchgehende 
Ausnehmungen oder Locher 13 in Matrixanordnung ausge- 
bildet. Die Ausnehmungen 13 bilden im zusamrnengesetz- 
ten Probentrager (siehe z. B. Fig. 3) die Reservoire oder 
Kompartimente, in denen die Kultivierungseinsatze der Ein- 10 
satzplatte 20 aufgenommen werden. Jede Ausnehmung ist 
mit einer seitlichen Ausbuchtung 13a versehen, die beim 
Einfiihren eines Kultivierungs mediums oder von fur das 
Testsystem erforderlichen Assay-Komponenten als Fuhrung 
fur eine Pipe tier- oder Dispensiervorrichtung dient. 15 
[0025] Entsprechend zu den seitlichen Ausbuchtungen 
13a der Aufnahmeplatte 10 konnen in der oberen Flache der 
Einsatzplatte 20 jeweils am Rand der Vorsprunge 21 Durch- 
trittsoffnungen vorgesehen sein. Die DurchtrittsdfThungen 
(nicht dargestellt) sind so positioniert, dass im zusammenge- 20 
setzten Zustand des Probentragers eine durchgehende, verti- 
kale oder leicht geneigte Verbindungsoffnung zum Inneren 
der Reservoire gebildet wird. Diese Offnung ermoglicht das 
Einsetzen der Pipettier- oder Dispensiervorrichtung in die 
Reservoire im zusammengesetzten Zustand des Probentra- 25 
gers und/oder die Einfuhrung von Sensoren oder Elektro- 
den. Die Ausbuchtungen 13a mit den (in Fig. 2 nicht illu- 
strierten) Durchtrittsoffnungen konnen zur Anbringung wei- 
terer Messeinrichtungen, insbesondere nach Durchfuhrung 
einer Kultivierung, vorgesehen sein. In die Ausbuchtungen 30 
13a konnen beispielsweise Kapillaren zur Durchfuhrung ei- 
ner Kapillarelektrophorese oder Elektroden zur Durchfuh- 
rung von Widerstandsmessungen eingesetzt werden. 
[0026] Aus Widerstandsmessungen, die erfindungsgemaB 
erstmalig an miniaturisierten Systemen durchgefuhrt wer- 35 
den, kann auf den Konfluenzgrad einer Zellschicht riickge- 
schlossen werden. Ein relativ hoher Widerstand an der 
Membran bedeutet einen hohen Konfluenzgrad der Zell- 
schicht. Die Ausbuchtungen 13a sind vorzugsweise samt- 
lich jeweils auf einer Seite der Ausnehmungen 13 angeord- 40 
net. Falls die Verwendung einer Pipette, einer Kapillare oder 
dergleichen nicht vorgesehen ist, kann auf die Ausbuchtun- 
gen 13a verzichtet werden. 

[0027] Die Lochplatte 11 besteht vorzugsweise aus Kunst- 
stoff, z. B. Polycarbonat. Das Kunststoff material kann an- 45 
wendungsabhangig zumindest teilweise transparent oder 
nicht- transparent (licht- undurchlassig) sein. Die Lochplatte 
11 kann mit einer Metal lrahmung (nicht dargestellt) ausge- 
stattet sein, die der Stabilisierung und Erhohung der Planari- 
tat der Lochplatte und der Positionierung einerseits der Bo- 50 
denplatte 12 und andererseits der Einsatzplatte 20 dient. Die 
Dicke der Lochplatte betragt beispielsweise 1 bis 5 mm. Al- 
ternativ kann die Lochplatte 11 auch aus anderen Kunststof- 
fen, z. B. Polypropylen oder Polystyrol bestehen. 
[0028] Altemativ konnen die Lochplatte 11 und/oder die 55 
Einsatzplatte 20 mehrkomponentig aufgebaut sein. Im 
Kunststoftrnaterial ist ein plattenformiger Kem mit den je- 
weiligen Ausnehmungen vorgesehen. Der Kern besteht aus 
einem relativ zum Kunststoff hoher schmelzenden Material, 
vorzugsweise Metall. Durch den mehrkomponentigen Auf- 60 
bau kann die Planaritat der Teile erhoht werden. AuBerdem 
werden Verformungen des Probentragers bei Warmebe- 
handlungen (z. B. Thermostatierungen) vermieden. 
[0029] Die Bodenplatte 12 besteht vorzugsweise aus Glas. 
Es wird beispielsweise ein Deckglas mit einer Dicke im Be- 65 
reich von 150 um bis 200 urn, z. B. 170 um, und einer Dik- 
kentoleranz von weniger als ±20%, vorzugsweise weniger 
als ±10%, verwendet. Die Bodenplatte 12 ist aus Ubersicht- 
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lichkeitsgriinden mit einer uberhohten Dicke eingezeichnet. 
Die Verwendung von Glas als Bodenplatte besitzt den zu- 
satzlichen Vorteil, dass in der Glasplatte ausgepragte Licht- 
reflexe gebildet werden konnen, die zur Autofokus-Einstel- 
lung des Mikroskops verwendet werden konnen. 
[0030] Die Loch- und Bodenplatten 11, 12 werden mitein- 
ander adharent verbunden. Dies erfolgt beispielsweise unter 
Verwendung eines inerten Klebstoffs oder einer inharenten 
Haftfahigkeit der Lochplatte 11. 

[0031] Die Einsatzplatte 20 bildet ein zur Aufnahmeplatte 
10 komplementares Gegenstiick mit einer Vielzahl von Vbr- 
spriingen 21, die entsprechend der Matrixanordnung der 
Ausnehmungen 13 ausgerichtet sind. In Fig. 2 ist die im zu- 
sammengesetzten Zustand des Probentragers zur Aufnah- 
meplatte 10 hin weisende Seite der Einsatzplatte 20 darge- 
stellt. Jeder Vorsprung 21 tragt an seinem freien Enden eine 
Membran 22. Die Membran ist eben (siehe Fig, 4 bis 7, 9) 
oder gekrummt (siehe Fig. 8) ausgebildet und im Wesentli- 
chen parallel zu den Ebenen der Aufnahme- und Einsatz- 
platten 10, 20 ausgerichtet. Unter im wesentlichen paralieler 
Ausrichtung wird hier verstanden, dass die Ebene der Mem- 
bran anwendungsabhangig parallel oder auch gegenuber der 
Bodenplatte geringfugig verkippt oder eine in sich ge- 
kriimmte Membran relativ zur Bodenplatte so angeordnet 
ist, dass eine horizontale oder parallele oder geringfugig 
verkippte Orientierung des gekrummten Bauteiis gegeben 
ist. Die Einsatzplatte 20 besitzt einen auGeren Rahmen 23, 
der der Ausrichtung relativ zur Aufnahmeplatte 10 und der 
Handhabung der Einsatzplatte 20 dient. Die Einsatzplatte 20 
besteht wie die Lochplatte 11 aus einem Kunststofrmaterial, 
sie wird im Spritzgussverfahren hergestellt. 
[0032] In Fig. 3 ist ein erfindungsgemafier Probentrager 
beispielhaft im Einsatz gezeigt. Der Probentrager liegt in ei- 
nem Messplatz 30 auf einer Halterung 31, die vorzugsweise 
in alien Raumrichtungen verfahrbar ist und die Bodenseite 
des Tragers frei lasst. Mit einer Flussigkeit-Fordereinrich- 
tung 32 (z. B. Pipette, Dispenser oder dergleichen) werden 
die Reservoire 13 des Probentragers mit einem oder ver- 
schiedenen Kultivierungsmedien oder mit Assaykomponen- 
ten bzw. Testsubstanzen beschickt. Die Fliissigkeitsforder- 
einrichtung 32 kann auch zur Beschickung der Reservoire 
der Aufnahmeplatte durch die oben beschriebenen Durch- 
trittsoffnungen und Ausbuchtungen 13a dienen. Es ist ein 
Konfokalmikroskop 33 vorgesehen, das so angeordnet ist, 
dass sein Strahlengang durch die Bodenplatte 12 in das In- 
nere der Reservoire 13 gerichtet ist. SchlieBlich kann noch 
eine weitere Beobachtungseinrichtung 34 fur optische 
Transmissions- oder Fluoreszenzmessungen vorgesehen 
sein, die wie dargestellt von der Oberseite oder alternativ 
auch von der Bodenseite her angeordnet sein kann. Am 
Messplatz 30 kann ferner eine Einrichtung zur optischen 
Manipulation von Partikeln in den Reservoiren mit opti- 
schen Kafigen (Laser tweezer, optische Pinzette) vorgese- 
hen sein. 

[0033] Fur Konfokalmessungen wie z. B. FCS-Messun- 
gen werden vorzugsweise die folgenden Messanordnungen 
verwendet. In einer Grundform ist das Mikroskop 33 mit ei- 
nem Immersion sobjektiv mit hoher numerischer Apertur 
(stark fokussierend, lichtstark) ausgestattet. Es erfolgt die 
Messung unter Verwendung von Immersionsfliissigkeit von 
unten durch die Bodenplatte 12. Der Arbeitsabstand zwi- 
schen dem Objektiv und dem Fokus ist vorzugsweise klei- 
ner als 1 mm, typischerweise im Bereich von 300 bis 
400 um. Von der Innenseite der Bodenplatte 12 bis zum Fo- 
kus ergibt sich ein freier Abstand von rund 150 um. Dies er- 
moglicht vorteilhafterweise eine direkte Messung an Zellen, 
die auf der Unterseite der Membran nahe der Bodenplatte 
angeordnet sind, oder in einem definierten Abstand zwi- 
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schen Zellschicht und Bodenplatte. Fig. 6 zeigt zwei Bei- 
spiele von Einsatzen, bei denen die Zellen auf der Unterseite 
der Membran angeordnet sind. Die Kultivierung auf der Un- 
terseite erfolgt vorzugsweise vor der eigentiichen Probenbe- 
handlung, indem die Einsatzplatte 20 in umgekehrter Aus- 5 
richtung als Kultivierungstrager verwendet wird. In einer 
abgewandelten Anordnung erfolgt die Messung von oben 
ebenfalls mit einem Irnmersionsobjektiv, wobei die Einsatz- 
platte 20 mit einem Deckglas abgedeckt ist. In diesem Fall 
sind besondere Vorkehrungen zur hochgradig parallelen 10 
Ausrichtung des Deckglases relativ zur Ebene des Tragers 
zu treffen. SchlieBlich kann die Messung alternativ auch von 
oben ohne ein Deckglas und ohne Immersionsflussigkeit er- 
folgen. Weitere Messvorgange und Testansatze (Assays) 
werden beispielhaft unten erlautert. 15 
[0034] In den Fig. 4 bis 9 sind verschiedene Ausfuhrungs- 
formen erfindungsgemafier Probentrager illustriert, die sich 
insbesondere in Bezug auf die Gestaltung der Einsatzplatten 
unterscheiden. Einander entsprechende Komponenten sind 
in den Figuren mit identischen Bezugszeichen versehen. 20 
[0035] Fig. 4 illustriert eine Grundform des Tragers mit 
der Aufnahmeplatte 10, bestehend aus derLochplatte 11 und 
der Bodenplatte 12, und der Einsatzplatte 20 mit den Vor- 
spriingen 21. Die zylinderfbrmigen Ausnehmungen 13, 13b, 
c der Lochplatte 11 bilden die Reservoire, die mit einem 25 
Kultivierungsmedium oder einem Testmedium gefullt sind 
(der Fliissigkeitsspiegel ist gestrichelt eingezeichnet). Die 
Vorspriinge 21 besitzen die Form eines Konus oder Kegel- 
stumpfes mit einem sich zum freien Ende der Vorspriinge 
verjungenden Querschnitt. An den Enden der Vorsprunge 21 30 
ist jeweils eine Membran 22 angeordnet. Die Membranen 
bestehen aus den an sich fur die Herstellung von porosen 
Membranen bekannten Materialien, wie z. B. Polycarbonat, 
und sind an den Enden der Vorspriingen 21 angeschweiBt. 
Der Durchmesser der Membranen liegt vorzugsweise im 35 
Bereich von 10 urn bis 1 mm. Die Membranen besitzen vor- 
zugsweise PorengroBen im Bereich von 0,3 urn bis 20 um. 
Die Zellen 40 konnen auf einer oder beiden Seiten der Mem- 
branen 22 kultiviert sein. Anwendungsabhangig konnen die 
Membranen auch durch FCS-taugliche Plattenelemente er- 40 
setzt werden. 

[0036] Bei der in Fig. 5 gezeigten Ausfuhrungsform der 
Erfindung sind zwischen der Einsatzplatte 20 und der Loch- 
platte 11 Abstandshalter 24 vorgesehen. Die Abstandshalter 
24 sind als integraler Bestandteil der Einsatzplatte 20 auf de- 45 
ren Unterseite oder alternativ auch der Oberseite der Loch- 
platte 11 angebracht. Sie besitzen eine Dicke von rund 100 
bis 1000 um, z. B. 200 um. Die Aufgabe der Abstandshalter 
24 ist es, ein Wandern des Testmediums zwischen den Re- 
servoire n unter Wirkung von Kapillarkraften zu unterbin- 50 
den. Die Abstandshalter 24 werden bevorzugt insbesondere 
bei stark miniaturisierten Ausf iihrungsformen der Erfindung 
angebracht. Eine weitere Funktion der Abstandshalter 24 
kann darin bestehen, den Abstand der Membranen 22 von 
der Innenseite der Bodenplatte 12 und damit den Arbeitsab- 55 
stand des Konfokalmikroskops einzustellen. Der Abstand 
der Unterseite der Membranen 22 (oder entsprechender 
Plattenelemente) von der AuBenseite der Bodenplatte 12 
liegt z. B. im Bereich von 0.1 bis 2.5 mm und betragt vor- 
zugsweise weniger als 1 mm. 60 
[0037] Die Abstandshalter konnen auch der vereinfachten 
Kultivierung von Zellen in der Einsatzplatte dienen. Hierzu 
kann die Einsatzplatte nach dem Animpfen mit Zellen in ei- 
nem Behalter mit Medium positioniert werden. Die Ab- 
standshalter stellen sicher, dass die Membranen nicht auf 65 
dem Boden des Behalters aufliegen und die NahrstofFe des 
Mediums ungehindert auch durch die Membranen auf die 
Unterseite der Vorsprunge diffundieren konnen. 
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[0038] Ein Kriechen des Mediums zwischen den Reser- 
voiren wird auch bei der Gestaltung gemaB Fig. 6 vermie- 
den. Die Lochplatte 11 ist so geformt, dass an den von der 
Bodenplatte 12 abgewandten Seiten der Ausnehmungen 13 
kegeiforrnige Ausschnitte 14 gebildet werden. Die Neigung 
der Ausschnitte 14 relativ zur Bodenplatte 12 ist geringer als 
die Neigung der konusformigen Vorsprunge 21. Des Weite- 
ren ist der senkrechte Abstand der Auflagepunkte 15 der 
Vorsprunge auf der Lochplatte 11 von der Grundfiache 16 
der Einsatzplatte 20 groBer als der senkrechte Abstand der 
Auflagepunkte 15 von der Oberseite der Lochplatte 11. Da- 
durch wird wie mit den Abstandshaltern 24 zwischen der 
Lochplatte 11 und der Einsatzplatte 20 eine Lucke gebildet, 
die ein Wandern des Kulti vierungsmediums verhindert. 
[0039] Die Vorsprunge 21 konnen, wie in Fig. 7 gezeigt 
ist, an ihren konusformig geneigten Seitenflachen Durch- 
trittsoffnungen 25 aufweisen, die die Fliissigkeitsbewegung 
in den Reservoiren 13 und insbesondere die Uberfuhrung 
von sekretierten Stoffen von der Innen- zur AuBenseite der 
Vorsprunge 21 fordern. In diesem Fall konnen die porosen 
Membranen 22 auch durch undurchlassige Plattenelemente 
ersetzt werden. Anstelle der Membranen konnen beispiels- 
weise Glasplatten geringer Dicke vorgesehen sein, die wie 
die Bodenplatte 12 Konfokalmessungen, wie z. B. FCS- 
Messungen ermoglichen. Die Durchtrittsoffnungen 25 kon- 
nen abweichend von der Darstellung auch im groBeren Ab- 
stand von der Membran in einem oberen Bereich der Vor- 
spriinge 21 vorgesehen sein. Die Durchtrittsofifhungen 25 
konnen auch der Durchfuhrung von Pipettenspitzen, Elek- 
troden oder dergleichen dienen. 

[0040] Auch die in Fig, 8 dargestellte Ausfuhrungsform 
ermoglicht einen Transport von sekretierten Stoffen auf die 
Unterseite der hier gekriimmt ausgefuhrten Membranen 26, 
die entsprechend durch undurchlassige spharisch ge- 
krummte Plattenelemente ersetzt sein konnen. Die spharisch 
gekrummten Membranen oder Plattenelemente sind parallel 
zur Bodenplatte ausgerichtet. Dies bedeutet, dass die ge- 
krummten Elemente eine im Wesentlichen horizontal ausge- 
richtete Aufnahme bilden. Bei dieser Gestaltung sind die 
Vorsprunge 21 als von der Grundfiache 16 der Einsatzplatte 
20 in die Ausnehmungen 13 ragende Streifen gebildet, an 
deren Enden die Elemente 26 angebracht sind. 
[0041] Zur Kombination von opti schen mit elektrischen 
Messungen kann erfindungsgemaB vorgesehen sein, dass 
einzelne oder mehrere Ausnehmungen 13 der Lochplatte 11 
und/oder einzelne oder mehrere Vorsprunge 21 mit Elektro- 
deneinrichtungen 50 ausgestattet sind (siehe Fig. 9). Die 
Elektrodeneinrichtungen 50 umfassen insbesondere strei- 
fenformige Mikroelektroden 51, die zur Beaufschlagung mit 
Manipulations- und/oder Messspannungen mit einer nicht 
dargestellten Steuereinrichtung verbunden sind. Die Durch- 
fuhrung elektrischer Messungen an Zellen, Zellbestandtei- 
len oder Makromolekulen ist an sich aus der Mikrosystem- 
technik bekannt und wird daher hier im Einzelnen nicht be- 
schrieben. Die Mikroelektroden 51 bestehen aus Metall oder 
Halbleitern. Es konnen auch Mikroelektroden 51 aus trans- 
parenten Schichtmateri alien (z. B. ITO) vorgesehen sein. 
[0042] Im Folgenden werden Testverfahren (Assays) ge- 
nannt, die zwar an sich aus dem Stand der Technik bekannt 
sind, mit besonderen Vorteilen jedoch mit dem erfindungs- 
gemaBen Probentrager implementiert werden konnen. 

1. HTS-Transportstudien von pharmazeutischen Wirkstof- 
fen 

[0043] Zur Untersuchung des Transports von WirkstofFen 
durch eine Zellschicht (z. B. Epithet- oder Endothelzellen) 
wird eine Monoschicht der Zellen auf der Unter- oder Ober- 
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seite der Membran 22 erzeugt und der Wirkstoff in die obere 
Kammer 13b (siehe Fig. 4) gegeben. Zum Nachweis des 
Wirkstoffs in der unteren Kammer 13c wird ein biologisches 
Assay system (z. B. Antikorper, ein spezifisches Enzym oder 
dergleichen) in das Kultivierungsmedium gegeben und des- 5 
sen charakteristische Fluoreszenz selektiv und mit hoher 
Empfindlichkeit mit dem FCS-Verfahren detektiert. Bei die- 
ser Anwendung zeigt sich ein wichtiger Vorteil der Erfin- 
dung. Mit dem FCS-tauglichen Probentrager konnen erst- 
malig Kinetiken des Wirkstofftransports durch Zelischich- 10 
ten aufgenommen und ausgewertet werden, da die Messung 
direkt im Zellkulturen-Trager erfolgt. 

2. Transmigrations-Assays 

15 

[0044] Gegenstand von Transmigrations-Assays ist die 
Untersuchung des Transports von Zellen durch Zellschich- 
ten (z. B. von Leukozyten durch Endothelzellen) und seiner 
Abhangigkeit von zusatzlichen Wirksubstanzen. Ziel der 
Tests ist beispielsweise die Suche nach Wirksubstanzen, die 20 
den Durchtritt der Zellen durch die Zellschichten unterbin- 
den, was beispielsweise bei Entziindungsprozessen von Be- 
deutung ist. Fiir diesen Assay werden vorzugsweise Mem- 
branen mit Membranporen verwendet, deren Durchmesser 
groBer als 2 um, z. B. 3 um, ist. Auf der Membranen (mit 25 
Bezugszeichen 40 in Fig. 4) wird eine Zellschicht kultiviert. 
In die obere Kammer 13b der Ausnehmung 13 werden die 
zu untersuchende Substanz und die Zellen, deren Durchtritt 
erfasst werden soil, in das Kultivierungsmedium gegeben. 
Die Zellen (z. B. Leukozyten) sind mit einem Fluoreszenz- 30 
f arbstoff markiert. Die in der unteren Kammer eintreffenden 
Zellen werden z. B. mit dem FCS-Verfahren detektiert. Wie- 
derum ergibt sich als besonderer Vorteil die Moglichkeit der 
Aufnahme von Kinetiken. 

35 

3. Sekretions- Assays 

[0045] Bei der Untersuchung von Sekretionsprodukten 
von Zellen nach Induktion durch einen Wirkstoff werden die 
basolaterale Sekretion und die apikale Sekretion unterschie- 40 
den. Im ersten Fall werden Zellen auf der Oberseite der 
Mfcmbraneit; kultiviert S&ncfcdem svon obe&sziigegi^nete^ 
Wirkstoff alisgesetzt. Fur mese Arfwendung v feid insbraon^'- 
dere die Ausfuhrungsformen gemaB den Fig. 7 und 8 geeig- 
net Zum Nachweis des Sekretionsprodukts in der unteren 45 
Kammer wird wiederum ein biologisches Assaysystem 
(z. B. Antikorper oder ein spezifisches Enzym) in das Kulti- 
vierungsmedium gegeben und dessen charakteristische 
Fluoreszenz z. B. mit dem FCS-Verfahren detektiert. Im 
zweiten Fall erfolgt die Kultivierung auf der Unterseite der 50 
Membranen. 

4. Parakrine Sekretions- Assays 

[0046] Bei diesem Assay wird ein durch einen Wirkstoff 55 
induziertes Sekretionsprodukt eines Zelltyps durch einen in 
einem definierten Abstand angeordneten zweiten Zelltyp 
aufgenommen, der auf das Sekretionsprodukt mit einem 
charakteristischen Signal (Ruoreszenzsignal) reagiert. Es 
sind beispielsweise Kultivierungen des ersten Zelltyps auf 60 
der Oberseite der Membran und des zweiten Zelltyps auf der 
Innenseite der Bodenplatte 12 oder des ersten Zelltyps auf 
der Oberseite und des zweiten Zelltyps auf der Unterseite 
der Membran vorgesehen. 

[0047] Die in der vorstehenden Beschreibung, den Zeich- 65 
nungen und den Anspruchen offenbarten Merkmale der Er- 
findung konnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kom- 
bination fur die Verwirklichung der Erfindung in ihren ver- 
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schiedenen Ausgestaltung den von Bedeutung sein. 
Patentanspriiche 

1 . Probentrager (10, 20) mit einer Vielzahl von Reser- 
voiren (13), der aus einer Aufnahmeplatte (10) und ei- 
ner Einsatzplatte (20) besteht, wobei die Aufnahme- 
platte (10) zumindest teilweise aus einem optisch trans- 
parenten Material besteht und eine Vielzahl von Aus- 
nehmungen zur Bildung der Reser voire (13) aufweist 
und die Einsatzplatte (20) eine Vielzahl von Vorsprun- 
gen (21) aufweist, die jeweils eine Membran (22) oder 
ein Plattenelement tragen und im zusammengesetzten 
Zustand des Tragers so in die Vertiefungen (13) der 
Aufnahmeplatte (10) hineinragen, dass die Membran 
(22) oder das Plattenelement jeweils in der Vertiefung 
(13) mit Abstand von deren Boden- und Seitenwanden 
angeordnet ist, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Aufnahmeplatte (10) durch einen Verbund aus einer 
ebenen Lochplatte (11) und einer ebenen Bodenplatte 
(12) gebildet wird, die die Lochplatte (11) von einer 
Seite her verschlieBt und aus einem Material mit einer 
derartigen opuschen Qualitat und Planaritat besteht, 
dass ein storungsfreier Durchtritt des Strahlengangs ei- 
ner konfokal-optischen Messeinrichtung ermoglicht 
wird. 

2. Probentrager gemaB Anspruch 1, bei dem die Auf- 
nahme- und Einsatzplatten (10, 20) so bemessen sind, 
dass auf der Membran (22) oder dem Plattenelement 
oder in deren unmittelbarer Umgebung ein Fokus einer 
konfokal-optischen Messeinrichtung gebildet werden 
kann. 

3. Probentrager gemaB Anspruch 2, bei dem die Mem- 
bran (22) oder das Plattenelement in einem senkrechten 
Abstand von der AuBenseite der Bodenplatte (12) an- 
geordnet ist, der im Bereich von 100 um bis 2.5 mm, 
vorzugsweise kleiner 1 mm liegt. 

4. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei dem die Dicke der Bodenplatte (12) gerin- 
ger als 500 um, vorzugsweise geringer als 200 um, ist. 

5. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden An- 
i:> : s^rifel^ibei ftftBf^dieegDickeninhomogenitat der Boden- 
J > pl r att^^gernBg^a^20%, vorzugsweise geringer als 

10%, ist. 

6. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei dem jeder Vorsprung (21) der Einsatz- 
platte die Form eines sich von der Ebene der Einsatz- 
platte zum freien Ende des Vorsprungs verjungenden 
Konus besitzt, wobei am Ende des Vorsprungs die 
Membran (22) angeordnet ist. 

7. Probentrager gemaB Anspruch 6, bei dem in der 
Wand der konusformigen Vorspriinge seitliche Aus- 
trittsoffnungen (25) vorgesehen sind. 

8. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche 1 bis 5, bei dem jeder Vorsprung (21) der Ein- 
satzplatte die Form eines von der Ebene der Einsatz- 
platte abstehenden, in die jeweilige Vertiefung ragen- 
den Streifens besitzt, an dessen Ende die Membran (26) 
angeordnet ist. 

9. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei dem jede Vertiefung (13) die Form eines 
geraden Kreiszylinders besitzt, an dessen freiem, zur 
Bodenplatte entgegengesetzten Rand jeweils eine Aus- 
buchtung (13a) zur zeitweiligen Positionierung und 
Ausrichtung von Manipulations- oder Messeinrichtun- 
gen vorgesehen ist. 

10. Probentrager gemaB Anspruch 9, bei dem die Ein- 
satzplatte (20) Durchtrittsoff nungen aufweist, die im 
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zusamrnengesetzten Zustand der Aufnahme- und Ein- 
satzplatten (10, 20) freie Verbindungen mit den Aus- 
buchtungen (13a) bilden. 

11. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden 
Anspriiche, bei dem zwischen der Bodenplatte (12) 5 
und der Einsatzpiatte (20) eine Abstandshaltereinrich- 
tung (24) vorgesehen ist, mit der der Abstand der Mem- 
bran (22) oder dem Plattenelement von der Bodenplatte 
(12) festgelegt ist. 

12. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden 10 
Anspriiche, bei dem jede Vertiefung (13) die Form ei- 
nes geraden Kreiszylinders besitzt, an dessen freien, 
zur Bodenplatte entgegengesetzten Rand jeweils ein 
Ausschnitt (14) zur Bildung eines Abstandes zwischen 
der Lochplatte (11) und der Einsatzpiatte (20) vorgese- 15 
hen ist. 

13. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden 
Anspriiche, bei denen die Vorspriinge (21) und/oder die 
Innenwande der Reservoire (13) mit einer Elektroden- 
einrichtung (50) ausgestattet sind. 20 

14. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden 
Anspriiche, bei denen die Reservoire (13) entsprechend 
dem Format von Mikro- oder Nanotiterplatten ange- 
ordnet sind, wobei vorzugsweise Anordnungen aus 96 
oder 384 Reservoiren vorgesehen sind. 25 

15. Probentrager gemaB einem der vorhergehenden 
Anspriiche, der einen Zellkulturen-Trager bildet. 

16. Verfahren zur Untersuchung von Zellen, Zellbe- 
standteilen oder suspendierten oder gelosten Stoffen in 
den Reservoiren eines Probentragers gemafi einem der 30 
vorhergehenden Anspriiche, bei denen eine konfokal- 
mikroskopische Untersuchung, vorzugsweise eine 
FCS-Messung, durchgefuhrt werden. 

17. Verwendung eines Probentragers gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 15, fur HTS-Transportstudien von 35 
pharmazeutischen Wirkstoffen, Transmigrations- As- 
says, Sekretions-Assays und/oder parakrine Sekreti- 
ons-Assays und/oder Studien zur Wechselwirkung syn- 
thetischer Probenpartikel mit synthetischen und/oder 
biologischen Testsubstanzen. 40 

Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungenfc; \ - t 



50 



55 



60 



65 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 Nummer: DE10117 723A1 

IntCI. 7 : BOIL 3/00 

Offenlegungstag: 17. Oktober 2002 




32 



30 



34 



T 

O O O OTXO 



+ 



31 



13 12 



31 



33 



Fig. 3 



102 42V484 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE101 17 723A1 

BOIL 3/00 

17. Oktober 2002 




22. 



AZ 



Fig. 4 




AO 7X- 



^7_ A3> 

- 51 i < 



Fig. 7 



24 



Fig. 8 



03 

m 

CO 



i 

8 
5 



102 420/484 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer; 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE101 17 723A1 
B01 L 3/00 

17. Oktober2002 




AZ X ^ Fig. 10 

(Stand der 
Technik) 



z: 



— _^ 



Fig. 11 
(Stand der 
Technik) 



102 420/484 



